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摘要: 选择我国沿海易发有毒赤潮藻——塔马亚历山大藻[A lex and rium tam arense (L ebour) Balech, 1985 ]和从厦门海
域筛选的海洋细菌作为实验材料, 研究在实验生态条件下A . tam arense 的生理生态特征, 及其与 3 株从厦门海域筛选的
海洋细菌 S5, S7, S10与A . tam arense 共同培养表现的生态关系的差异性。结果表明: 在实验室条件下, A . tam arense 可以
较好地生长并保持自然状态下的若干特性, 其生长曲线与微型生物的生长曲线相似; 分别在藻细胞生长的延滞期和指数
期加入细菌过滤液, 发现 3 种海洋细菌的过滤液对A . tam arense 生长有不同的抑制作用效果。三者的抑藻能力大小依次
为 S10> S5> S7。本文对海洋细菌抑藻作用机理、赤潮的生物防治可能性进行了讨论。
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Abstract: T he physio logical and eco logical p ropert ies of A lex and rium tam arense, a k ind of red2t ide
causat ive alga, and the eco logical rela t ionsh ip betw een th is alga and th ree stra in s of m arine bacteria iso lat2
ed from X iam en w estern sea area w ere exam ined in the con tro lled eco logical condit ions. A . tam arense can
grow th w ell and keep som e of its pecu liarity w hen cu ltu red under the labo rato ry condit ions. Its grow th
cu rve is as sam e as that of the general m icroo rgan ism. Bacteria are no t found in the pu rely cu ltu red A .
tam arense cell. T h ree stra in s of Bacteria are iso lated from the sedim en ts of X iam en H arbo r. A fter the mo r2
pho logical exam ination and the mo lecu le2b io logical study, it can be iden tified that S5 p robab ly is a new
specie of S p h ing om onas, S7 is B acillus m eg a terium and S10 is B acillus ha lm ap a lus. T he relat ionsh ip be2
tw een th ree stra in s of bacteria S5, S7, S10 and the alga A . tam arense is studied by adding the bacteria’s fil2
t ra te in to the alga cu ltu re separately in the lag phase and exponen tia l phase of the alga grow th. T he th ree
stra in s show differen t eco logical effect. T he filt ra te of bacteria S5 and S10 can also m arkedly inh ib it the
alga’s grow th and m ult ip licat ion at the concen trat ion of 2 × 1010cellsöm l. S10 has the stronger inh ib it ing a2
b ility than that of S5. W h ile m iddle concen trat ion (2 × 109 cellsömL ) filt ra te of S5 and S10 can m arkedly im 2
p rove the grow th and m ult ip licat ion of the alga. S10 has the stronger p romo tion than that of S5 to the alga’s
grow th. T he inh ib it ion and p romo tion are bo th mo re rem arkab le in the alga’s lag phase than exponen tia l
phase. T he filt ra te of S5 and S10 has no eviden t effect on the alga’s grow th at the concen trat ion of 2 × 108
cellsöm l. Bacterium S7 has no clear inh ib it ion o r p romo tion to the alga. T he m echan ism s of bacteria l inh i2
b it ion and the po ssib ility of red2t ide con tro l by b io logical m ethods w ere discussed.
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殖、捕捞业和旅游业蒙受巨大的经济损失, 并对环境和人体健康产生严重的危害。在已知的 5000 多种海洋
浮游藻类中, 能够增殖到使海水表层变色 (即所谓“赤潮”) 程度的大约有 300 种, 而能够产生对动物和人类
有害的毒性物质的有 40 种左右。
赤潮藻类的生长和增殖, 除了与环境中温度, 光照, 盐度, 营养物等理化因子有密切关系外, 还与海洋
细菌有密不可分的联系。一方面细菌吸收藻类产生的有机物质, 并为藻类的生长提供营养盐和必要的生长
因子, 从而调节藻类的生长环境; 另一方面细菌也可通过直接的或间接的作用抑制藻细胞的生长, 甚至裂
解藻细胞, 从而表现为杀藻效应。而藻类对细菌也有相似的两方面作用[1 ]。
A . tam arense 属于涡鞭毛藻纲, 是一种可产生 PSP (神经麻痹性贝毒) 毒素的海洋甲藻, 在美国、欧洲、
南美、菲律宾、香港等地区有着较高的赤潮发生频率。其适应能力强、生存范围广, 在我国北至胶州湾、南至
大鹏湾都有发现, 具有发生赤潮的历史。由A . tam arense 产生的 PSP 毒素可以通过贝类的积累而达到使人
中毒的浓度。1986 年, 台湾就曾经发生过因食用含A . tam arense 的蛤而中毒的事件[2 ]。齐雨藻等在大鹏湾






藻种　实验用的藻种为单细胞藻类塔马亚历山大藻 (A lex and rium tam arense) , 由暨南大学水生生物
研究所提供。
　　培养基　藻类所用培养液选用改良的 fö2 培养液进行培养。
　　培养条件　藻类置于三角瓶中培养, 温度为 22±1℃, 光照时间 12L ∶12D , 光照强度 3500lx。
112　细菌的来源
从赤潮多发区厦门西海域 1～ 10cm 深的海水及沉积物中分离海洋细菌 3 株 (S5、S7、S10)。
113　藻细胞计数
摇匀三角瓶中的藻液, 用吸管从中吸取藻的培养液 0. 1m l 滴在专用的藻细胞计数板 (购自武汉水生
所)的计数槽内, 滴加 I2N a I溶液固定。静置 1m in 后置于倒置显微镜下观察计数。
114　细菌计数
细菌计数采用DA P I 染色法。用荧光显微镜 (Zeiss M icro scope, 100W HBO m ercu ry ligh t sou rce;
G365, FT 395, L P420)进行荧光显微计数。计数时, 随机选取 10 个视野计数被染色的细菌个体 (每个视野
以 15～ 30 个细菌为宜)按下式计算水样中的细菌丰度:
细菌丰度 (cellöm l) = A × S 1ö(S 2 ×V )
　　式中,A 为 10 个视野中细菌平均数, S 1 为视野面积 , S 2 为滤膜有效过滤面积, V 为过滤水样体积。
115　叶绿素含量的测定
采用萃取荧光法。将藻液滤于混合纤维素酯微孔滤膜上 (0122Λm ) , 然后将滤膜浸入盛有 6m lDM F (N ,
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N 2二甲基甲酰胺)原液 (A R 级)的萃取瓶中。在黑暗条件 (冰箱中 5℃左右) 放置 015h 后, 萃取液即可移至
比色杯中, 用日立 850 荧光分光光度计测定 (激发光 E x = 430nm , 发射光 Em = 670nm )荧光测定步骤如下:
表 1　改良 fö2 培养液的组成
　Table 1　The ingredien ts of improved fö2 culture medium for
algae
成分Compounds数量Amount 成分 数量
陈海水 (高压灭菌) 1000m l (微量元素)
Sto re seaw ater
1. 主要营养盐M ajo r nutrien t ZnSO 4·7H 2O 0. 022m g
N aNO 3 75m g CoC l2·6H 2O 0. 01m g
N aH 2PO 4·H 2O 5m g M nC l2·4H 2O 0. 18m g
N aM oO 4·2H 2O 0. 006m g
2. 微量元素 T race elem ent 3. 维生素V itam in
N a2ED TA ·2H 2O 4. 36m g B 1 0. 1m g
FeC l2·6H 2O 3. 15m g B 12 0. 5Λg
CuSO 4·5H 2O 0. 01m g B io tin 0. 1Λg
　　 (a) 取出样品放于室温, 黑暗处约 015h, 使样
品温度与室温一致。
(b) 测定样品荧光值 F a。
　　 (c) 滴加 1 滴 10% 盐酸于比色杯中, 30s 后测
定荧光值 F b。根据酸化前后的荧光值, 按以下公式
计算Ch l2a 的浓度:
Ch l2a = FD R ö(R × 1) (F b × F a) ×V 1öV 2
　　 式中, FD 为换算因子, FD = 01087 (Λg öm l) ;
R 为酸化因子, R = 5; V 1 为萃取液体体积 (m l) ; V 2
为抽滤的藻液体积 (m l) ; F a , F b 为酸化前后的荧光
值。
116　细菌的分子鉴定
116. 1　总DNA 的制备及 16S rDNA 的 PCR 扩
增　取适量菌种, 加入提取缓冲液 (10mmo löL T risHC l, 10mmo löL N aC l) , 加热振荡混匀, 取 1Λl 稀释成为
500Λl , 其余在 20℃保存。取菌种稀释液 215ΛL 为模板, 进行 16S rDNA 基因 PCR 扩增, 扩增引物为: 16S+
5′A GA CT T T GA TCCT GGCTCA G3′, 1486R 5′CGGCTA CCT T GT TA CGA CT TC3′, 分别对应于 16S rDNA
5′末端和 3′末端的一段保守序列。PCR 反应程序为 94℃下 2 m in, 然后再 94℃下 1 m in, 55℃下 1m in,
72℃ 下 2 m in, 30 个循环, 扩增完成后用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检查, 其余保存于 20℃。
116. 2　16S rDNA 序列测定与分析　 PCR 产物经Q ia Q u ick PCR Purificat ion K it 纯化后, 使用 377 型自
动DNA 测序仪 (AB I PR ISM ) 进行序列测定, 测序引物为 16S+ , 1486R。以计算机分析软件BLA ST , Pc2
gene610 进行序列的比较排列, 序列间引入适当的空格, 以达到最大的同源性, 序列间核苷酸的差异值以
Phylip315 的DNA dist 进行比较, 以N eighbo r 程序进行树图构建。
2　结果
211　细菌的分离、培养及鉴定
三株海洋细菌来自厦门西港海域的沉积物。采样时间为 1998 年 6 月, 采样地点为厦门西港, 取表面 1
～ 10cm 的沉积物。
在 2216E 海洋细菌固体培养基上培养 2d 之后, 获得一批大小形态多样的细菌菌落。经反复分纯、筛
选, 选留了 14 株菌落特征差异较大的细菌, 进行藻菌关系的实验研究。经过预备实验筛选出 3 株有明显抑
制藻作用的 S5, S7, S10菌株, 分别对这三株细菌进行形态学和分子生物学的鉴定。S5属于鞘氨醇单胞菌属
(S p h ing om onas) , 但基因库中尚未发现与之相符的种, 很可能为一新种。S7 与细菌基因库中巨大芽孢杆菌
B acillus m eg a terium 基本一致 (仅有 2 个核苷酸差异) , 是B acillus m eg a terium 的同种不同株系; S10为芽孢
杆菌的一种, 与B acillus ha lm ap a lus 的 16S rDNA 差异仅为 2%。
212　A . tam arense 在实验室培养条件下的生长周期及生长特征
实验中发现 20℃下, 当藻细胞接种浓度在 100 cellöm l 时, 开始的几天培养液为澄清液。随着细胞的增
殖, 培养液的浑浊度逐渐增加。在培养前 8d 中, 光镜下可看到有 2 个或 4 个相连成链的细胞。培养 10d 以
后, 仅见到单个细胞, 且藻细胞游动由迅速变为缓慢, 并发现有藻细胞消亡后遗留的空壳板。观察藻细胞培
养液, 发现该藻具有很明显的趋光性。10d 以后培养液明显开始浑浊, 这时藻细胞的数量呈指数增长, 溶液
逐渐变成浅赭红色, 恰似海面上赤潮暴发时的状况。在此之后衰老的藻细胞逐渐开始沉淀于三角瓶底部。
该藻在实验室培养中的细胞密度变化曲线符合典型的微型生物的生长规律, 即有明显的延滞期、指数
期、稳定期、衰亡期。说明A . tam arense 为一种微型藻类, 其生长特征和大多数微型生物存在着共性。
213　细菌对A . tam arense 生长和增殖的影响
560212 期 郑天凌等: 海洋赤潮生物与厦门海域几种细菌的生态关系研究 　
2. 3. 1　延滞期加入细菌滤液对A . tam arense 生长和增殖的影响　在A . tam arense 生长的延滞期, 即最初
接种时加入细菌滤液, 观察其对藻细胞生长繁殖以及叶绿素含量的影响。结果如图 1～ 6 所示。
其中细菌滤液的浓度的计算: 最高浓度即“原液”是细菌密度为 1×1012cellöm l 的细菌悬浊液在常温下
经过离心并抽滤得到的上清液, 10- 1为此上清液用无菌海水稀释 10 倍, 10- 2为此上清液用无菌海水稀释
100 倍。加入比例为每 500m l 藻细胞培养液加入 10m l 细菌滤液。换算下来, 即 S原液为密度为 2×1010 cellö
m l 的细菌悬浊液的滤液, S5×10- 1为密度为 2×109cellöm l 的细菌悬浊液的滤液。
　　从图 1 可以看出, 加入高浓度 S5 细菌滤液的实验组中, 藻细胞的密度的增长从一开始即受到明显的抑
制。其增长十分缓慢, 随着培养时间的延长, 其抑制作用更为显著。当该细菌滤液稀释到 10- 1和 10- 2浓度
时, 则对A . tam arense 的生长有一定促进作用。以 S5×10- 1对藻细胞的促进作用较为显著。稀释浓度为
10- 2的细菌滤液对藻细胞也有一定的促进作用, 但比较之下, 其效果不如 S5×10- 1显著。
图 1　延滞期加入细菌 S5 滤液对藻细胞密度的影响
F ig. 1　T he effect on alga cell density (cellöm l) w hen
the filtrate of bacteria S5 is added to A . tam arense cu l2
tu re during the lag phase
1. T em arense contro l; 2. T em arense+ S5; 2. T em arense
+ S5×10- 1; 4. T em arense+ S5×10- 2
图 2　延滞期加入细菌 S7 滤液对藻细胞密度的影响
F ig. 2　T he effect on alga cell density (cellöm l) w hen
the filtrate of bacteria S7 is added to A . tam arense cu l2
tu re during the lag phase
1. T em arense contro l; 2. T em arense+ S7; 3. T em arense
+ S7×10- 1; 4. T em arense+ S7×10- 2
图 3　延滞期加入细菌 S10滤液对藻细胞密度的影响
F ig. 3　T he effect on alga cell density (cellöm l) w hen
the filtrate of bacteria S10 is added to A . tam arense cu l2
tu re during the lag phase
图 4　延滞期加入细菌 S5 滤液对藻细胞叶绿素的影响
F ig. 4 　T he effect on alga ch lo rophyll con ten t ( 10- 3
Λgöm l) w hen the filtrate of bacteria S5 is added to
A . tam arense cu ltu re during the lag phase
　　从图 2 可知, 不同浓度 S7 细菌滤液对藻细胞的作用与 S5 滤液的作用具有相似的趋势, 但有一定的波
动。S7 原液浓度对A . tam arense 藻细胞在生长初期有一定的抑制作用, 但在细胞生长的后期这种抑制作用
不明显。S7×10- 1和 S7×10- 2对藻细胞生长有所促进, 但促进并不十分显著。S7 与A . tam arense 的这种关系
是比较微妙和复杂的。
从图 3 可见, 加入 S10细菌滤液的实验组情况与 S5 基本一致。高浓度 S10滤液对藻细胞生长的抑制比 S5
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更为明显。这表明此浓度下的 S10细菌滤液具有相当强烈的抑藻作用。但是, 较低浓度的细菌滤液, 如加入
S10×10- 1和 S10×10- 2两组的藻细胞生长则受到明显的促进。其中 S10×10- 1对藻细胞的促进最为显著。与
S5 相比, 高浓度的 S10菌液对A . tam arense 有更强的抑制作用, 而低浓度菌液对A . tam arense 的生长具有更
明显的促进作用。
　　 在此实验期间藻细胞叶绿素 Ch l2a 的变化情况如图 4～ 图 6。可以看到, 高浓度的A + S5原液和A +
S10原液对藻细胞Ch l2a 含量均有显著抑制作用, 其中 S10原液的抑制作用更为强烈。由以上结果可以看出, 叶绿
素的变化趋势同藻细胞密度基本上是一致的, 因为叶绿素和细胞密度同样是衡量藻细胞生物量多少的指
标。两者都证明了高浓度的 S5 和 S10细菌滤液对藻细胞的生长确实有抑制作用, 而较低浓度的细菌 S5 和
S10滤液, 如 S5×10- 1和 S10×10- 1对藻细胞的Ch l2a 值有显著的促进作用。更低浓度的细菌滤液如 S5×10- 2
和 S10×10- 2对藻细胞Ch l2a 值也有促进, 但促进程度较低。细菌 S10也有类似的作用。
图 5　延滞期加入细菌 S7 滤液对藻细胞叶绿素的影响
F ig. 5 　T he effect on alga ch lo rophyll con ten t ( 10- 3
Λgöm l) w hen the filtrate of bacteria S7 is added to
A . tam arensecu ltu re during the lag phase
图 6　延滞期加入细菌 S10滤液对藻细胞叶绿素的影响
F ig. 6 　T he effect on alga ch lo rophyll con ten t ( 10- 3
Λgöm l) w hen the filtrate of bacteria S10 is added to
A . tam arensecu ltu re during the lag phase
　　从图 5 可知, 细菌 S7 的滤液加入藻细胞培养液时, 较高浓度的细菌滤液即 S7原液对藻细胞Ch l2a 含量也
有一定的抑制作用, 低浓度对藻细胞Ch l2a 含量也有一定的促进作用, 但规律性不明显, 与它对藻细胞密度
的作用同样, 具有相当的波动性。
2. 3. 2　指数期加入细菌滤液对藻细胞生长和增殖的影响　在A . tam arense 生长的指数期, 即接种之后的
第 8 天, 加入细菌滤液, 观察其对藻细胞生长和繁殖的影响。结果如图 7～ 图 9 所示。
图 7　指数期加入细菌 S5 滤液对藻细胞密度的影响
F ig. 7　T he effect on alga cell density (cellöm l) w hen
the filtrate of bacteria S5 is added to A . tam arense cu l2
tu re during the exponential phase
图 8　指数期加入细菌 S7 滤液对藻细胞密度的影响
F ig. 8　T he effect on alga cell density (cellöm l) w hen
the filtrate of bacteria S7 is added to A . tam arense cu l2
tu re during the exponential phase
指数期加入细菌 S7 的滤液, 对藻细胞的生长的影响不甚明显。从图 8 可以看到, 加入高浓度的 S7 后,
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藻细胞的密度有所降低, 但幅度不大。在细菌滤液加入的最初, 对藻细胞的生长是有一定的抑制作用的。但
随着时间的延长, 藻细胞逐渐克服了这种抑制, 从而密度逐渐增加到接近正常的水平。浓度较低的两组细
菌滤液对藻细胞的作用也不明显。联系到延滞期加入 S7 出现测量值的波动, 可以推断在这几种浓度下, 细
菌 S7 分泌的物质对A . tam arense 的作用十分有限。
细菌 S10的情况同 S5 较为相象。从图 9 可以看出, 加入高浓度 S10滤液的培养液中, 藻细胞的密度受到
较为明显的抑制。比起延滞期加入同样浓度的 S10对藻细胞的抑制作用来, 其作用程度大大减弱了。这说明
在延滞期加入细菌 S10滤液可以较为有效地控制藻细胞的增殖, 而在指数期加入同样浓度的细菌 S10滤液,
其效果不如延滞期显著。




F ig. 9　T he effect on alga cell density (cellöm l) w hen
the filtrate of bacteria S10 is added to A . tam arense cu l2
tu re during the exponential phase
图 10　指数期加入细菌 S5 滤液对藻细胞叶绿素的影响
F ig. 10　T he effect on alga ch lo rophyll con ten t ( 10- 3
Λgöm l) w hen the filtrate of bacteria S5 is added to A .
tam arense cu ltu re during the lag phase
图 11　指数期加入细菌 S7 滤液对藻细胞叶绿素的影响
F ig. 11　T he effect on alga ch lo rophyll con ten t ( 10- 3
Λgöm l) w hen the filtrate of bacteria S7 is added to A .
tam arense cu ltu re during the lag phase
图 12　指数期加入细菌 S10滤液对藻细胞叶绿素的影响
F ig. 12　T he effect on alga ch lo rophyll con ten t ( 10- 3
Λgöm l)w hen the filtrate of bacteria S10 is added to A .
tam arense cu ltu re during the lag phase
3　讨论
311　细菌抑藻作用机理的探讨
3. 111　细菌的抑藻作用具有明显的种属特异性　Fukam i K 等研究细菌的抑藻作用时发现, 黄杆菌
F lavobacterium sp. 对裸甲藻 G. m ik im otoi 具有强烈的抑制和杀灭作用, 而对 Chattonella, H eterosig ina
akash iw o 和骨条藻S keletonem a costa tum 均无效。这表明该细菌对Gym od in ium nag asak iense 的杀灭作用是
专一的[5 ]。本实验中比较 3 株细菌的滤液对A . tam arense 作用的差别, 可以发现, S5 和 S10对A . tam arense
的作用是比较显著和有规律性的。其中 S10对藻细胞的抑制和促进都最明显。而细菌 S7 和A . tam arense 的
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关系没有明显的规律并具有相当的波动性。这说明对于同一种藻类, 细菌的作用具有明显的种属特异性。
3. 1. 2　细菌释放有毒物质到环境中, 非特异性地杀伤藻类　假单胞菌 P seud om onas[6 ] , 杆菌B acillus[7 ], 蛭
弧菌B d ellov ibrio, 黄杆菌 F lavobacterium sp. 和 S ap rosp ira sp. [5 ]可分泌有毒物质释放于水环境中, 抑制某
些藻类如甲藻和硅藻等的生长。本实验中获得的细菌 S10经鉴定为B acillus ha lm ap a lus。已知铜绿假单胞菌
P seud om onas aerug inosa 可产生大量的抗生素类物质如扩散性吩嗪色素物质, 这些物质对其它细菌和藻类
的生长都有抑制作用[8 ]。最近有人从这种细菌中提取了几种特异性杀藻的抗生素物质, 其中有些物质如 12
羟基吩嗪和氧氯菌素强烈抑制蓝藻和绿藻的生长。而 P seud om onas stu tz eri 可分泌高活性的抑藻物质[9 ]。这
些物质是已知的对藻类杀伤力最强的细菌产物, 它可杀死顽固的赤潮藻类Chattonella an tiqua。Im ai I等在
日本H iro sh im a 海湾发现 4 株 A lterom onas 属的细菌也可以杀死C. an tiqua [10 ]。 Ish io 等在 1993 年从海洋
污水中分离出了一种弧菌V ibrio a lg oinf estus, 它可分泌一种“甲藻生长抑制剂 (D G I)”, 可杀死C. an tiqua,
不过其毒性不够稳定。而从 P. stu tz eri 中提取出的D G I不仅活性较前者高, 且毒性较稳定 (4℃时 3 个月保
持不变) , 并且对鱼类无害, 所以看来这是比较理想的杀藻物质[11 ]。关于杀藻机理, 一般认为它通过作用于
生理过程如阻断呼吸链, 抑制细胞壁合成, 抑制孢子的形成等方面, 以达到抑制藻细胞生长或杀灭藻细胞
的结果。细菌对藻类的这些抑制作用使人们开始考虑细菌防治赤潮的可能途径[12, 13 ]。















用要大大高于指数期。因而, 作者认为: 防治赤潮, 应该从延滞期着手, 力图把赤潮藻类的增殖控制在延滞
期, 不可使之进入指数期。因为一旦进入指数期, 其增殖的势头则难以遏制。
虽然A . tam arense 在实验室中很容易生长, 但是合适的培养条件还是很重要的。尤其是温度, 它起着决
定性的作用。观察到,A . tam arense 可以忍受偏低的温度, 但很难在较高温度下生存。在多次的培养实践中,
发现如培养温度高于 28℃,A . tam arense 极易在 1～ 2d 内死亡。
313　细菌防治有害赤潮可能途径的探讨





3. 3. 3　分离并鉴定细菌与藻类的生物活性代谢物, 分别研究它们对细菌和藻类生长的效应或毒性, 阐明
它们在自然界合成的方式和作用机制。
3. 3. 4　抑藻细菌或细菌抑藻因子的大量生产。可采用发酵罐大量繁殖抑藻细菌; 也可采用基因工程手段,
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